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ヵ ル シ ウ ム 依存性接着分子である 上 皮型 カ ドヘ リ ン (E一 カ ド ヘ リ ン) は ･ 中枢神経系 の 発生過程で は
一 次感覚神経 の 神
経束形成に関与す る 一 方, 末梢神経系 で は グ リ アー ダリ アネ ッ ト ワ
ー ク の 維持 に働く な ど多彩 な機能を持 つ ･ 細胞 内タ ン パ ク
で ある カ テ ニ ン が , E- カ ド ヘ リ ン の 細胞質領域 に結合す る こ と に よ り, E
- カ ドヘ リ ン の 接着能を制御する と され る ･ 本研究の
目的は , マ ウス 神経系に お ける E- カ ドヘ リ ン , α-, β- カ テ ニ ン の 発現 と局在を生 化学的
･ 免疫組織化学的 に検討 し, カ ドヘ
リ ン ー カ テ ニ ン複 合体の 神経組織の 形成
･ 維持 に与える機能 を考察す る こ とで ある ･ イ ム ノ ブ ロ ッ ト解析 で は , 三 叉 神経･ 坐
骨神経 , 後軋 後根神経節 に , E一 カ ド ヘ リ ン , α E- カ テ ニ ン と もに 発現 して い た ･ α N
- カ テ ニ ン は大脳 , 小脳 , 脳幹･ 脊髄
と後根神経節 に発現 して い た ･ β- カ テ ニ ン は 検索 し た全 て の 神 経組織 に発現 して い た ･ 免疫 組織化学的 に は , E
- カ ド ヘ リ ン
は 脊髄 で は Re x ed第Ⅱ層, 脊髄後根神経節 で は後根神経節細胞 と衛星細胞 に, 坐 骨神経 で は
シ ュ ワ ン 細胞 と 髄鞘外側部 に発現
して い た . α E- カテ ニ ン は , 脊髄で は 中心管 の 上 衣細胞 と
一 部の 神経細胞 を含む灰白質に ･ 後根神経節 で は 神経節細胞と衛
星細胞 , 坐骨神経 で は シ ュ ワ ン 細胞 と髄鞘外側部 に発現 して い た ･ α N
一 カ テ ニ ン は後 根神経節 で は 神経節細胞 と衛星馴包,
脊髄で は 脊髄灰自質全体, とり わ けRe x ed 第 Ⅱ層 お よ び 中心管の 上 衣細胞 に強く発現 し て い た ･ 抗E
- カ ド ヘ l) ン 抗体を用 い
た免疫沈降で は , 三 叉神 経, 後根神経節, 坐 骨神 掛 こお い て, E
- カ ド ヘ リ ン は α E- カ テ ニ ン と複 合体 を形成 して い た が, α
N一 カ テ ニ ン との 結合 は証明 されなか っ た . 以上 よ り, カ ド ヘ リ ン
ー カテ ニ ン 複合体 が複数の 組合せ に より複雑 に細胞接着に か
か わ る なか で , 三 叉神経, 後根神経節, 坐骨神軽 で は , α E
- カ テ ニ ン が E- カ ド ヘ リ ン と複 合体 を形成 し, 軸索束形成と末梢
性 グリ アの 接 着な らび に細胞内の シ グナ ル 伝達を制御するもの と 思わ れ た ･
Key w o rds α E
N Catenin, α N- C atenin, E- C adherin,im m u n opre cipitation, n e rv O u S Sy tem
緒 言
接着分子は , 細胞表面 に存在 し, 細胞接着 に関与する ･ 神経
細胞とその 突起で ある軸索 に は, 様 々 な接着分子が発現 し, 軸
索束形成や 成長円錐 の ガ イ ダ ン ス に関与す る と 考え ら れ て い
る . 神経組織 に お ける 細胞接着分子 に は , 神経細胞接着分子
(n e u ralc elladhe sion m ole c ule), Llを代表とする免疫 グ ロ ブ
1)
ン ス ー パ ー フ ァ ミリ ー
1)
,
ベ イ リ ー レ イ トア ン チ ゲ ン に代表さ
れ る イ ン テ グ リ ン ス
ー パ ー フ ァ ミリ ー
2)
, 神経 塑 カ ド ヘ リ ン
(N- カ ド ヘ リ ン)を代表とする カ ドヘ リ ン ス
ー パ ー フ ァ ミ リ ー
3)4)
等が 知ら れ て い る .
カ ド ヘ リ ン は , Takeichi ら
5)
に よ り同定 され た カ ル シ ウ ム 依
存性 に接着 し細胞外 にカ ド ヘ リ ン ドメ イ ン を持 つ 細胞接着タ ン
パ ク 群で , 膜貫通型 の 糖 タ ン パ ク質で あ る
5卜 7)
.
カ ドヘ リ ン ス
ー パ ー フ ァ ミ リ ー の うちカ ル シ ウム 依存性 に接着 し, 細 胞内領
域で カ テ ニ ン と 結合す るもの は , 古典塑カ ド ヘ リ ン と 呼ば れ て






11)の カ ド ヘ リ ンが 神経系に存在す る･ N-
カ ド ヘ リ ン は , 発生 の 初期段階で は い た る と こ ろ に発現 してい
る が , そ の 後, 網膜や 視機能 に関連 した 部位や , 網様体糸, 辺
緑系に限局 し, 選択的 な神経回路網形成 に関与 し て い ると 考え
ら れ て い る
1 2)
. _ヒ皮型 カ ドヘ リ ン (E
- カ ド ヘ リ ン) は , 分子量
120 k Da の タ ン パ ク で , 主 に 上皮細胞 に発現 し, そ の 機能は と
皮細胞 の 接着 の み なら ず, 消化管上 皮 に お ける 極性 の 矧軋 神
経 上皮 の 分化発生 , 癌 細胞 の 浸潤転移の 抑制機能も合 わせ持
っ
1 3)




一 部の 感覚神経 の 神経束形成 に関与する〟一 方で , 脊髄
後根神経節内 で は衛星細胞間の 接着, 衛星細胞 と神経節維胞と
の 接着 に関与 し
14)
, さ ら に 正常 の シ ュ ワ ン 細胞 の オ
ー トティ ピ
ッ ク ア ド ヘ レ ン ス ジ ャ ン ク シ ョ ン の 形成
1 5)と 神経再生時の 分
裂 ･ 増殖 し た 反応性 シ ュ ワ ン 細 胞 の 接着 に関与する
1 6)
･ 最近
p c R法 を用い て Ⅲ型 カ ド ヘ リ ン群(カ ド ヘ リ ン 5-12) が 発見さjl
た . 聴覚 野 に カ ド ヘ リ ン 6, 運 動野 に カ ド ヘ リ ン 8, 11, 体性
感覚野 に カ ド ヘ リ ン 6, 11 とい っ た よう に , マ ウ ス 大脳の 皮質
領野 に相応 し て発現 して い る こ と が判明 し つ つ ある
1 7卜 20)
ヵ ド ヘ リ ン の 細 胞外領域 に は カ ル シ ウ ム の 結 合す る4-5偶の
平成9年11月28日受付, 平成10年2月25日受理
Ab br eviation s: BSA,bovin e s e ru m albu min;D R G, dorsalr o otganglia;T B S, n is
-bufEeredsalin e
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繰り返 し構造が存在する
21)22)
. 細胞内領域 に は カ テ ニ ン, P120
が績合 して おり , それ ら を介 して カ ドヘ リ ン は , 馴包骨格系 と
つ なが っ て い る と考え ら れ て い る
2 3)2 4)
. ヵ ド ヘ リ ン にノブ ー カ テ ニ
ンが 直接結合 し, β一 カテ ニ ン に α 一 カテ ニ ン が結 合して い る2 5)
､ 27)




- カ テ ニ ン の 発現 が欠除し たE- カ ドヘ
リ ン発現腫瘍細胞 に α - カ テ ニ ン の cD N Aを導 入 し , α - カテ ニ
ンを強制発現 させ ると カ ドヘ リ ン を介 し た接着能が出現す る こ
と より, α - カ テ ニ ン が カ ド ヘ リ ン の 接着能を制御 し て い る と
考えられ て い る
30卜 33)
α
- カ テ ニ ン に は2 つ の サ ブタ イ プ, α E- カ テ ニ ン 34)35)と α N-
カテ ニ ン
32)36) の 存在 が明 ら か にな っ て い る . 選択的軸索束形成,
シナ プ ス 形成, さ ら に は 神経損傷後 の 再生時 に重要な役割 を果
たすカドヘ リ ン と こ れ を制御する細胞内関連タ ン パ ク を, 神経
系の 部位, 細胞単位 で特定す る こ と は , 神経 組織構築の 掛取
神経再生の 機能を探るうえで重要 な こ と と 思わ れ る . 脊髄 後角
Rex ed Ⅱ層 に限局性 に発現する E- カ ド ヘ T) ン 14)は
, α N- カ テ ニ
ンと複合体 を形成 して い る 可能性 が示唆 され て い る 珊 が, 神経
組織にお ける カ ド ヘ リ ン ー カ テ ニ ン 複合体 に関 し て は 不明な点
が多い ･ 本研究 で は , E- カ ド ヘ リ ン , α - , ノウ - カ テ ニ ン の 神経
系の各部位 にお ける局在 と これ ら の 細胞内結合の 有無を検討す
る こ とを目的と した .
材料お よび方法
Ⅰ . 動物 お よ び標本の作製
3 か ら5週令, 体重10-1 5gの 雌B A L B/c マ ウ ス (日本S L C, 静
岡)を用い た . 標本摘出 はす べ て 5 %抱水 ク ロ ラ ー ル (0.01ml
/g体重)の 腹腔内投与に よ る麻酔下 に て 行 っ た .
Ⅰ . イ ム ノ ブロ ッ ト解析
マ ウス より大脳, 小脳 , 脳 軋 三 叉神経 , 脊髄, 後根 , 後根
神経節, 坐 骨神経を採取 した. 大脳組織 は間脳 を含まな い よう
にし, 脳幹 は中脳, 橋, 延髄を 一 塊 と して 用い た ∴三 叉神経 に
は, 半月神経節を → 都合 ん だもの を用 い た . 脊髄組織 は, 下位
頚髄か ら 全腰髄 を 一 塊 と し て採取 し, 約5m m 間隔に 冠状断 と
した後, 中心管と そ の 周 辺 の 灰 白質約2分 の 1 を含む 脊髄中心
部, 周辺部約2分の 1の 灰 白質と仝白質 を含 む部分に 二分 し て
検索 した . 採取 した 組織 は , 5 % 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を含
むS D S緩衝液 に溶解 し超音波破砕器 に て ホ モ ジ ナ イ ズ した 後
に, 90℃で3分間温浴 させ た. こ れ らの 試料を S D S-P A G E で分
離し, ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に転写 した:娼). ゲ ル をク ー マ シ ー プ
リリ ア ン トブ ル ー (c o o m a siebrilliantblu e) に て 染色を行い , タ
ンパ ク量をほ ぼ → 走 に し た . こ の 膜 を1%仔 ウ シ血 清 ア ル ブ ミ
ン O) 0 Vin e se ru m albu min , B S A)Lこて ブ ロ ッ キ ン グを行 い , 1次
抗体;抗 E- カ ド ヘ リ ン ラ ッ トモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (E C C D-2, 宝
酒造･ 大津), 杭 α E- カ テ ニ ン ラ ッ トモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗体 (α -
18)
34)
, 抗 α N-カ テ ニ ン ラ ッ トモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (N CA T-
2)32)39), 抗 β- カ テ ニ ン ウ サ ギ抗体(C-22 06, Sigm a, SaintLo uis,
U SA), 抗 ア ク チ ン ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (B T-560,
Bio medic alTe chn ologie sIn c. , Sto ughto n, U S A) と反応 させ た.
その後･~ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ結合 ヤ ギ抗 ラ ッ トIgG 抗体も
しくは アル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結合 ヤ ギ抗 ウサ ギIgG 抗体 と反
応させ た ･ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 キ ッ ト (Ve cto r
hbo rato rie s,Budinga m e, U S A)を用い て 発色反応 を行 っ た .
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Ⅶ1 免疫組織化学
マ ウ ス を麻酔後 , 2m M の 塩化 カ ル シ ウ ム を 含有 した0.01 M
H E P ES繚衝液 bH 7.4)に4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを溶解 した
固定液4 0mlを左心室 より注 入 し, 潅洗固定を行 っ た . 直ち に
標本を摘出 し同固定液に より12時間浸透 させ た後, 10, 20,
3 0 %シ ョ 糖を含有する0.01 M H EP S綬衝液bH 7.4)にそ れ ぞれ
6時間ず つ 浸 透さ せ た . そ の 後, 標本 を Tis su eTe ck O.C.T. コ
ン パ ウ ン ド (M ile $, Elkha rt, US A) に 包渡 し液体窒素で凍結 し,
Cryostat(M ile s) に て6FL m の 厚 さ の 切 片を作製 し, ポ リ ーしリ
ジ ン を塗布 した ス ラ イ ドガラ ス に貼付 した . 内因性 ペ ル オキ シ
ダ ー ゼ 活性を阻止する た め に , 切片を-20℃で 20分間3 %過酸
化水素水を含有 し た メ タ ノ ー ル に浸透させ た後, 非特異的抗体
を阻止する ため に0.1 %正常 ウサ ギ血 清を含む2m M の 塩化カ ル
シ ウ ム を含有 し た0･05 M Tris綬衝液 Crris-buffe r ed s alin e-Ca,
T B S-Ca)と2 0分間室温で反応 させ た. 1次抗体 ; E C C D-2, α -
18, NCA T2, C-2206, B Tし560 と反応 させ た (α -18 は一 晩, そ
の 他 は2時間). 2次抗体と して ウサ ギ ビオ ナ ン化抗 ラ ッ ト抗体
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fig･1･ Im m u n oblot analysis ofthe m o u s e ce r ebralc orte x(1in e
l), C e rebellu m (1ine2),brain ste m (血 e 3), trige min alne rv e
(1in e4), C e ntr alpo rtion of spin alc o rd(1in e5), Pe riphe r al
po rtio n ofspin alco rdOin e6),do rsalr o ot(1in e7), do rs alr o ot
ga nglio n(1in e8), a nd sciatic n e rv e(1in e9) with a nti-E-
C adhe rin･ antiTα E-C ate nin, a nd a ntトα N-C ate nin antibodie s,
r e spe ctiv ely･ Mole c ular w eight sta nda rds (126a nd 71 k Da)
areindicatedtothe rightoftheblot.
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Fig･ 2･ Im m u n oblota nalysis ofthe m o u s e c er ebralc o rtex Oin e
l), C e rebellu m (1ine 2),brain ste m (1in e3), trige min aln e rv e
(1in e4), C e ntr alpo rtio n of spin alc o rd (1in e5), periphe r al
PO rtio n ofspin alco rdOin e6),dor salro otqin e7), do rsalro ot
ga nglio nOin e8), ands ciatic ne rv eOin e9)withan叫9 -C ate nin
and a nti-a Ctin a ntibodie s, re Spe Ctively. M ole c ular w eight










































































































































Fig. 3. Im m u n o stainingfbrE
-C adherin 仏, D, G), α E-C atenin(B･ E･H,J), a nd α N-C ate nin (C,F,D o nthe adja cent tr an S V e rS e S e Cd
o n s of
the n o r malm ou s e spinalc o rd 仏, B, C), C e ntralca n al(D, E,F),do rs al ho rn(G, =,D･ andv e ntr al ho rn0)･
A:Erc adherin w a s e xpr eSS ed
inthedo r salandv entralr o ots and lamin aII(ar ro ws). B: α Bc atenin w a se xpr e ss ed in the spinalc o rd gr ay m atte r, e Spe Ci al1yin
v e ntral
ho r n and ependym alc ells of the c e ntralc anal･ C:α N
- C ate ninw a s e xpre s s edin the spin alc o rdgray m atter, e Spe Cia11yin an a r
e a Ofthe
lamin aII(arr o w s) andepe ndymalc ells of the c entralc anal･ D, E, and F:Detailof Figu re3 A･ 3 B, and 3 C,
Showing the re acdo npr odu ctin
the ce ntralc a nal. m e epe ndym alc ells e叩re SS ed α E
-C ate ninC)and α N- Cate nin(円but n ot E-Cadherin (D)･ G, H, a nd I: Detai
lof
Figu r e3A,3 B, and 3 C, Showing 也e re a ctio nprodu ctatthe do rs a
lhorn･ J: Detailof Figu re3 B･ Showingthatso m e of the n eu ro nalcel
bodies atthe v e ntral ho rn 叩 re Sed a E-C ate nin･ G, H,Ⅰ,J w ere c o u nterstain ed byhe m ato xylin･ A, B, C･ × 12･5;D,E･ F,
× 200;G,H･Ⅰ･
× 50;J, × 25
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も しく は ヤ ギ ビ オ ナ ン 化抗 ウ サ ギ 抗体 と反応 さ せ , ア ピ ジ ン ー
ビ オチ ン パ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 複合体 (a vidin -b iotin- pe r O Xida s e
co mple幻 法と ヂ ア ミ ノ ベ ン ヂ ジ ン (3,3Ndia min oben zidin e) に よ
り発色させ た.
Ⅳ . 免疫沈降法
抗 ラ ッ ト イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ(Am e ric a n
Qu alex, Calle Nego cio, U S A)を0.1% BSAを含 むT B S-Ca に て洗
浄後, E C C D-2 を加え4時間撹拝 した . マ ウ ス 組織 (脊髄 , 三
叉神経, 後根神経節, 坐 骨神経)を溶解液 (1 % トラ イ ト ン Ⅹ-
100,1 %ノ ニ デ ッ ト F 4 0, 2m M フ ユ ニ ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル フ
ロ ラ イ ド, 2 0/J g/ml ロ イ ペ プ チ ン , 2m M 塩 化 カ ル シ ウ ム ,
50mM T B S)
4 0)41)に溶解 し, 1500回転 に て20分間遠心 した . 三
叉神経 は, イ ム ノ ブ ロ ッ ト解析 と同様 の 部分 , 脊髄 ほ 周辺部の
組織を用い た . 遠心後 の 上 清を, 非特異的反応 を除く た め に抗
体を加えな い ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ と反応 させ た . さ ら に抗体を加
えた ビ ー ズ と1晩撹拝 した の ち遠心後上宿を除き, ビ ー ズを洛
解液に て 6回洗浄を行 っ た . ビ ー ズ に溶解液 と 5 % 2一 メ ル カ プ
ト エ タ ノ ー ル を 含むS D S緩衝液を加え95℃に て 5分間温浴 さ
せ , ビ
ー ズ と タ ン パ ク の 結 合 を解離さ せ た . 遠心衡 上清を回
収 しイ ム ノ ブ ロ ッ トに よ る解析を行 っ た .
成 績
Ⅰ . イ ム ノ ブロ ッ ト解析
それぞれ の 神経組織 に お ける カ ドヘ リ ン , カ テ ニ ン , ア ク チ
ン の 存在 の 有無をイ ム ノ ブ ロ ッ ト によ り解析 した . E- カ ドヘ リ
ン は 三 叉神経, 脊髄後根 , 後根神経節, 坐骨神経 と脊髄周辺部
に発現 して い た . 脳幹に お ける発現 は ごくわ ずか で あ っ た . 大
脳 , 小脳, そ して 中心管を含む脊髄中心部 は陰性 であ っ た (図
1)･ α E- カ テ ニ ン は検索 した 全て の 組 織(大脳 , 小 脳, 脳 幹,
三 叉神経 , 脊髄 中心部, 脊髄周辺部, 後札 後根神経節, 坐骨
神経) に発現 して い た (図1). α N- カテ ニ ン は 中枢神経(大脳 ,
小脳 , 脳 幹, 脊髄) に発現 し ており, 後根神経節 に は ごく わず
Fig･4･ Im m un o stainingfor β-C ate nin 仏, C･ E), and ac血 (B, D,F)o nthe adja c e nt tr an SV e rS e S e Ctio n s ofthe n o rm al m o u se spinalc o rd
軋 B)･ C e ntralc a nal(C･ D), a nd do rs al ho rn(E,F)･ β- C atenin w as e xpre s sed in the spinalc o rdgray m ater andepe ndym alc ells of the
Ce ntralca n al･ B:Actin w a s e xpr es s ed in the spin alc ord gray m atte rand epe ndymalcell占of the ce ntralc anal･ C, D: Detailof Figu re4 A
and 4B, Showingthe rea ction pr odu ctin the c e ntralc a n al･ T be epend ymalc ells e xpr e ss ed β-C ate nin attheir c elトc el co ntact(C),
Whe rea s e xpr e ss ed actin attheir apicalpo rtio n･ E,F:Details of Figu r e4 A,4B, Sho wing the re a cdo nprodu ctatthe do rs al ho rn. A, B, ×
12
･5;C, D, × 200;E,F, × 50
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か に陽性反応が 見ら れ た が , 三 叉神経, 脊髄後根, 坐 骨神縫 に
は 陰性 であ っ た (図1). ′′9- カ テ ニ ン, ア ク チ ン は , 検索 した神
経組織全 て に陽性で あ っ た(国2).
∬ . E一 カ ドヘ リ ン , カテ ニ ン, ア クチ ンの 局在
免疫組織化学的手法 に よりタ ン パ ク の 局在 を検討 した ･ E- カ
ドヘ リ ン は, 脊髄 内で は , Re x ed第 Ⅱ層 (外側 弧 内側部 とも
に) の ニ ュ ー ロ ピ ル に限局 して存在 して い た (図3A, G)･ 脊髄
前根, 後根 , 後根神経節, 坐骨神経 に お い て もE一 カ ドヘ リ ン の
発現が 見ら れ , 後根神経節で は, ほ ぼ全 て の 衛星細胞 の 細胞質,
小型の 神経節細胞 の 細胞質(図5 A), 坐骨神経 に お い て は 髄鞘
の 外側部なら び に シ ュ ワ ン 細胞 の 細胞体が 陽性 であ っ た (図6
朗 . α E- カ テ ニ ン は , 脊髄中心管 の 上 衣細胞 と前角神経 椚包の
細胞質 に陽性 で , さ ら に 脊髄灰自質全体 が淡く陽性 で あ っ た
(図3 B, E, H,J). 後根神経節で は, ほぼ 全て の 衛星細胞 と神経
節馴包の 細胞質が陽性であ っ た (図5 B, C). 後根, 坐 骨神経で
は シ ュ ワ ン 細胞 の 細胞体と髄鞘 の 外側部 に陽性 であ っ た (図6
B, 7). α N- カテ ニ ン は , 脊髄で は中心管 の 上 衣細胞 と灰白質
全体 に発現 し , 特 に Re x ed第 Ⅱ層 (外側部 , 内側部 ともに) の
ニ ュ
ー ロ ピ ル に 強陽性であ っ た (図3 C,F,Ⅰ). 後根神経節で は,
一 部の 衛星細胞 と神軽節細胞 に陽性であ っ た (図5 D)･ β- カテ
ニ ン は, 脊髄で は灰白質と中心管の 上 衣細胞 の 細胞質周辺部 に
陽性であ っ た (図4 A, C, E). 後根神経節, 三 叉神経節で は , 全
ての 衛星細胞 と神経節細胞 の 細胞質 に (図5 E), 坐骨神経 , 三
叉神経で は シ ュ ワ ン 細胞 の 細胞体 と髄鞘 の 外側部 に陽性であ っ
た (図6 C). ア クチ ン は , 脊髄で は主 に灰自質と中心管の 管脛
側 に陽性 で (図4 B, D, 円 , 後根神経節 , 三 叉神経節 で は, 全て
の 衛星細胞 と神経節細胞 の 細胞質 に(図5 F), 坐骨 袖軋 三叉
神経 で は シ ュ ワ ン 細胞 の 細胞体 に陽性であ っ た (図6 D)･
】肛. 免疫 沈降法
E_ カ ドヘ リ ン の 細胞内結合タ ン パ ク を同定す る目的で , 抗E･
カ ド ヘ リ ン 抗体(E C D-2)に よ り免疫沈降を行 っ た . α E- カ テ
ニ ン は, 三 叉神経, 後根神経節 , 坐骨神経 で検出 され たが , 脊
髄 で は認 め ら れ なか っ た . α N- カ テ ニ ン は , 上 記 い ず れ の 組織
にお い て も検出 され なか っ た (図8).
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D, ×200
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Fig･ 8 Im m u n oblota n alysis ofthe m o u s e spin alc o rd(肋 el),
trige min al n e rv e(1in e2), do rs alr ootga nglio n(1in e3), a nd
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C e rebralc o rte x(α N-C ate nin)a s c o ntrol. A ba nd c o migrating
wi thα E-C ate nin ar eSe enin thelin e2,3, and 4,butn otlinel.





本研究に お い て , マ ウ ス 後根神経節, 三 叉神経 , 坐 骨神経 に
お い て は , カ ル シ ウ ム 依存性凄着分子E- カ ド ヘ リ ン に結合す る
細胞内タ ン パ ク の α - カテ ニ ン は, α E型 であ る こ と が初 め て明
らか と なっ た . α - カ テ ニ ン に は2つ の サ ブ タ イ プ, α E- カ テ ニ
ン と α N- カ テ ニ ン と が存在する . と もに分子量 は102 k Da で あ
る が , α N- カ テ ニ ン に は ス プ ラ イ シ ン グ に より分子量113 k Da
の ア イ ソ フ ォ ー ム が 存在する . α E- カ テ ニ ン と α N- カ テ ニ ン は
ア ミ ノ 酸配列で は約 82 %の 相 同性を持 っ て い る
32)
. α N- カ テ
ニ ン は主 に発生の初期の神経系で発現 し, 脳 神経 と 後根神経節
の神経線維, 神経管で認 め られ る39). また最 近に な り, ニ ワ ト
リ の 大脳, 小脳 の シ ナ プス 小胞の あ る アク テ ィ ブ ゾ ー ン に隣接
し た部位に α N- カテ ニ ン が 発現する こ と が判明 し
42)
, 同様 の 部
位 にN一 カ ドヘ リ ン も発現する こ と か らシ ナ プス 構造 の 接着 に関
与す るも の と 考え ら れ て い る . α E･ カ テ ニ ン は , 心筋 , 肝臓 ,
膵臓, 腎臓 , 小 腸 に認め られ る が , 中枢神経系で は l 成熟 マ ウ
ス の 脊髄の 上 衣細胞 と網膜で の 発現が報告され て い る 40). 本研
究 にお い て α 払 カ テ ニ ン は , タ ン パ ク レ ベ ル で は , 大脳, 小脳,
脳 幹, 三叉神経 , 脊髄, 後根, 後根神経節, 坐骨神経 に発現 し
て い た . その 局在は , 脊髄で は 上 衣細胞 に加えて , 前角細胞を
含 む灰白質全体 に , 末梢神経系で は , 後根神経節の神経節細胞,
衛 星細胞 の 細胞質, シ ュ ワ ン 細胞の 細胞体, さ らに 髄鞘外側部
に発現 して い る こ と が 明らか にな っ た.
α E- カ テ ニ ン は , ラ ッ ト肝臓の ア ドヘ レ ン ス ジ ャ ン ク シ ョ ン
か らE- カ ドヘ リ ン と関連 した タ ン パ ク と して 見つ か り34), α 外
力 テ ニ ン は , N- カ ドヘ リ ン に関連したタ ン パ ク と して ニ ワ トリ
の 胎生期 の 脳 の 培養細胞 か ら 同定 さ れ た
32)
. E- カ ド ヘ リ ン は存
在する が接着能を持 たない 肺癌 の 細胞株 P C-9 に, α N- カ テ ニ
ン を強制発現 さ せ る こ と で E- カ ドヘ リ ン を介 した 接着能 が出現
す る こ とか ら, α N- カ テ ニ ン が B カ ドヘ リ ン の 接着能 を制御 し
て い るも の と考え られ て い る 43). ま た, E- カ ド ヘ リ ン を発現す
る癌腫 にお い て , α - カ テ ニ ン の 発現低下 と , リ ン パ 節転移 や
遠隔転移が相関す る事実 は, α - カ テ ニ ン に よ る E- カ ド ヘ リ ン
の 細胞接着能の制御を支持す るも の で ある
44)
. しか し, そ の 組
み 合わ せ は , E- カ ド ヘ リ ン ー α E- カ テ ニ ン , N- カ ド ヘ リ ン ー α N-
カテ ニ ン の み で は なく , 心臓 , 脊索 で は, N- カ ドヘ リ ン は 発現
して い る が , α N- カ テ ニ ン は発現 して お らず, α E- カ テ ニ ン と
複合体 を形成 して い る と想像 され て い る32). ま た , 神経系 で は ,
脊髄 Re x ed Ⅱ層 にお ける E一 カ ド ヘ リ ン と α N- カ テ ニ ン の 発現
が , 共 に坐骨神経 に損傷を加えた後 に低下 し, 末梢 の 神経再生
と とも に同調 して 再出現する こ とよ り, こ の 部位 の E- カ ド ヘ リ
ン は, α N- カテ ニ ン と複合体 を形成 して い る可能性 が示唆 さ れ
て い る 叩 . イム ノ ブ ロ ッ トの 結果 は, 坐 骨神経, 三 叉神経 に は ,
α N- カテ ニ ン 存在せず, E- カ ド ヘ リ ン , α E- カ テ ニ ン が発 現 し
て い た . E一 カ ド ヘ リ ン , α E- カ テ ニ ン と も免疫染色で シ ュ ワ ン
細胞 に認め ら れ, さ ら に , 免疫沈降法 にお い て も両者 の 結合が
確認 され た . 以上 よ り, シ ュ ワ ン 細胞 にお ける E一 カ ドヘ リ ン の
接 着は , α E一 カテ ニ ン に より制御 されるもの と思 われ る ,
中枢神経系で は , カ ドヘ リ ン は ミ ュ リ ン 形成 と とも に軸索で
は ほ と ん ど認め ら れ なくなる が, 末梢神経で は, シ テ ミ ッ ト ー
ラ ン タ ー マ ン切 痕部位 の膜 の 裏打ち構造 にE- カ ドヘ リ ン が 認め
られ る
15)
. ま た , 軸索再生時, 髄鞘再形成時 に, 反応性 シ ュ ワ
ン 細胞 の 接着部分 に E- カ ド ヘ リ ン が 発現す る 16). し たが っ て ,
桧
E- カ ドヘ リ ン ー α E- カ テ ニ ン複 合体 が , 末梢神経 の ミ ュ リ ン の 形
成, 維持 に 関与して い る もの と 思わ れ る. 後根神経節 で は, 衛
星細胞 と神経節細胞 , 衛 星細胞同士の 接着 に関与 して い るもの
と思 われ る.
今 回の 結果 か ら , 後根 神経節の み な らず, 脊髄後角 にも α E-
カ テ ニ ン , α N- カ テ ニ ン の 両型 の α 一 カ テ ニ ン が共存して い る
こ と が わ か っ た . しか し, 免疫沈降法の 手技で は , 脊髄 Re x ed
Ⅱ層 に発現す る E- カ ド ヘ リ ン と結 合す る α - カ テ ニ ン が い ずれ
の 型 で あ る か は 特定で きな か っ た . こ れ は , こ の 部 位で の α -
カ テ ニ ン の発現量が少ない こ と に加え て, 発現 して い た α E-カ
テ ニ ン , α N- カ テ ニ ン の ほ と ん どが , E- カ ド ヘ リ ン 以外 の カ ド
ヘ リ ン と結合 して い る 可 能性も残 さ れ る . 一 方電顕 に よ る観察
で は, 脊髄 で の E- カ ド ヘ リ ン は → 部の 無髄神経軸索間 に存在し,
シ ナ プ ス 凝合部 には 認め られ ない 1 4). 大脳 , 小脳 で は α N- カテ
ニ ン , N- カ ド ヘ リ ン が 主 に シ ナ プス の ア ク テ ィ ブ ゾ ー ン に隣接
し て存在 して い る42)45). 以 上 よ り, 脊髄 の シ ナ プス で は N- カ ド
ヘ リ ン ー α N- カ テ ニ ン 複合体 が , 軸索束形成部分 で は E- カ ドヘ
リ ン㌧ α 駐 カ テ ニ ン 複合体 が各々 発現 して い る 可 能性もある .
脊 髄で の E- カ ド ヘ リ ン の 発現 は , サ ブ ス タ ン ス P, ソ マ トス
タ チ ン の 発 現部位 と の 比較か ら Rex ed Ⅱ層 と さ れ る
13)
. 脊髄
Re x ed Ⅱ層 の 外側部 に は , 侵 害受容器 に分布す る 一 次感覚神経
の 中枢側 の 軸索の 多く が終止する46). 痛覚情報を伝達する 一 次
感覚神経 の 細胞体 は , 小 型の 細胞 で ある こ と が 知ら れ て い る
46)
.
Sim a m u r aら13)の 培 養系 の 検索 で は, 小型 の 後根神経節細胞 の
み が E- カ ドヘ リ ン 陽性 で あり, E- カ ド ヘ リ ン は , 痛覚情報を伝
達す る 一 次感 覚神経 の 細胞体 に局在す る こ と が 示唆 さ れ て い
る
37)■ こ れ は , 本研 究 の 生 体内 の 後根神経節 に お い て も, E-カ
ド ヘ リ ン 陽性細胞が小型 の 細胞 であ っ た こ と に 一 致す る. 今回
の 詳細 な検討 に よ りEt カ ドヘ リ ン は , Ⅱ 層の 外側部 の み ならず
内側部にも存在 し た . こ の こ と は, E- カ ド ヘ リ ン が 非侵害性機
械刺激に関する細胞体及 び軸索 にも存在す る可 能性を示すもの
で ある.
本研究 で , 検索 し得 た 全 て の 神経組織 にβ- カ テ ニ ン の 発現
が 見 られ た . β- カ テ ニ ン に は , 細胞膜直下 に 存在 しカ ド ヘ リ
ン と 結合する こ とで その 接着 に関与す るもの と, 細胞質 や核に
局在 し シ グナ ル 伝達 に関与す るもの と が あ る. 前者 は , カ ドヘ
リ ン と α - カ テ ニ ン の 間 に介在す る こ と で , 接 着機能の オ ン ･
オ フ の ス イ ッ チ と して働くもの と考えら れ て い る 4 7). 一 方, 後
者は , ウ イ ン ト に よ る シ グナ ル 伝 達 に関与す る と考えら れて い
る 岬 . 分 泌タ ン パ ク で あ る ウ イ ン ト の 刺激 を 受けて , ノラ- カ テ
ニ ン が細 胞内で核内 へ 移 行 し, 転写調節を行 い , そ の 結 果, 発
生 期 に神経管 の 形成を誘導す る こ と が 知 ら れ て い る
4 9)
. ま た,
家族性大腸 ポ リ ポ ー シ ス の 原因遺伝子(ade n o m ato u spolyposis
coli, A P C) の 産物がβq カ テ ニ ン と結 合する
50)51)
, ある い はある
種の 膿瘍細胞で 変異β- カ テ ニ ン が 発 見 され る な ど, β - カテ ニ
ン と痛抑制遺伝子 と の 関連 が示唆さ れ て い る52)53). 神経系にお
い て もβ- カ テ ニ ン が , 細胞 外か ら核 へ の シ グ ナ ル 伝達 の 機能
を有する可能性が あり, 今後 さ らな る検索 が必要と思 わ れる ･
結 論
マ ウス 神経系 に お ける , カル シ ウ ム 依存性細胞接着分子E- カ
ドヘ リ ン と, その 関連細胞内 タ ン パ ク で ある カ テ ニ ン の 発現と
結合を免疫組織化学 お よ び生化学的に検討 した .
1. E- カ ド ヘ リ ン , α E- カ テ ニ ン と も に ､ 三 叉 袖阻 後根神
マ ウス 神経系の E疇 カ ドヘ リ ン ー カテ ニ ン の 発現と局在
経節, 坐骨神経 に発現 して い た ,
2. 免疫沈降法 に お い て , 三 叉神経 , 後根神経節 , 坐 骨神経
にお け るE一 カ ド ヘ リ ン ー α E- カ テ ニ ン 複 合体の 存在 が明ら か と .
な っ た .
3. E- カ ド ヘ リ ン は , 後根神経節で は , 衛星細胞と小さ な 神
経節細胞 に陽性であ っ た . α E- カ テ ニ ン は, ほ と ん ど全て の 衛
星細胞と神経節細胞 に陽性 であっ た . α N- カ テ ニ ン は, 一 部の
衛星細胞と神経節細胞 に陽性であ っ た .
4. 坐骨神経, 三 叉神経 で は , E- カ ド ヘ リ ン , α E- カ テ ニ ン
ともに シ ュ ワ ン細胞 の 細胞体 に陽性 であ っ た .
5. 脊髄で は , E- カ ド ヘ リ ン は Re x ed II層の み に 陽性 であ っ
た. α E- カ テ ニ ン は , 中心管 の 上 衣細胞 , 前 角細胞 に陽性 で,
灰白質に は淡く陽性 であ っ た . α N- カ テ ニ ン は , 灰 白質全体,
特にRex ed Ⅲ層と 上 衣細胞 に強く陽性で あ っ た .
以上 の 結 果より, 三 叉 神経, 坐骨神経 そ して 後根神経節 にお
い て は, E- カ ド ヘ リ ン と α E- カ テ ニ ン が 複合体を形成 し て い る
と考えら れ た. こ の 複合体 は, 脊髄 と脊髄神経 の → 部 の 軸索束
形成に加えて, 後根神経節で は衛星細胞 の , 三 叉神経, 坐 骨神
経にお い て は シ ュ ワ ン 細胞の , そ れ ぞ れ の 末梢性 グ リ ア の 機能
発現に関与 して い る と考えられ た.
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Abstra ct
T he c alciu m depe ndent c ellad hesion m ole c ule, E-C ad he rin ,playsimportant rolesin a x o n- aX On C O n taCtS a nd stabilization
Ofthe periphe ralglial n etw ork･ α andβ- Ca te ninsfo rm co mplex es with E- C adherin in the cytoplas mic regio n, a nd regulate
Cadherin fun ctions･ T he pr ese nt study w aspe rfo rm edto e x amine the e xpres sions a nd lo caliz ations of E- Cad herin and α 一 a nd
P-C atenin sin m ouse n e u raltiss u e s(C e rebralc orte x, Ce rebellum , br ain stern , trigeminalne rve, SPinalc ord, dorsalroot, D R G,
and sciatic n e rve)byim m u noblot a nd im rn un Ohistoche mic al analyse s, tO elucidate the rolesofcad herin -C atenin co mplex in
the n e rv o us syste m･ Inim m u noblot an alysis, E
-Cad herin w as e xpressed in the trigemin alner v e,SPln alc o rd, do rsalroot, DRG,
and sciatic n e rv e･ α E -C ate nin and β- C atenin w ere expre ss ed in a11tiss ue se xa min ed. α N-Ca te ni w as e xpressed in the
Cerebr al corte x, C e r ebe11u m , brain s t e m, SPln al cord, and D RG･ Im m u nohistoche mica11y, E- C adherin w as e xpr essed in the
do rsalroot,la minaⅡ ofthe spin alcord, S atellite cells andsm allsized n e u ronalc ellbodie sin the D R G, a ndSchw a nn cells. α
E- Cate nin wa s e xpresed in so m e ofn e u rons and ependym alc ells ofthe c e ntralca n alof the spl nalcord, S atellite c e11s, S Ome
n e u ron alcellbodiesin the D R G, and Schw a n nc ells ･ α N -C a tenin w as diffus ely e xpre s ed in the gray m atter of the spln al
C Ord with enhan ced irn m u nOr e a Ctivityinla min aIIand the c e ntralc an al. Satellite c e11s andso me n euron alcellbodiesin D RG
Were also positive･ Im m u n opre cIPlta tio n usl ng a nti
- E-C ad he rin a ntibodyr es ulted in αE
-Ca te nin fo rm 1ng a COmPlex with E
-
C adherinin the tngeminaln e rve, D R G, and s ciatic n e rv e,but no tin the spl nalc ord･ E
- C ad he rin- α N - Catenin comple x wasn ot
dete ctable･ T hese res ultss ug gestedthatthe re a rese v e r alty pe s ofcad herin - Cate nin c o mplex esin the ne r v ou s syste m a ndthat
E-Cadherin - α E- C at e nin c omplex plays v ariousrole sin glialc o nta ctspe cificallyintheperiphe r aln e rve s.
